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NOUVELLES LEVURES DE PANIFICATION RESISTANTES 
A UNE CONCENTRATION ELEVEE EN SUCRE 
ET A LA PRESENCE D'ACIDES ORGANIQUES FAIBLES 

DOMAINE DE L'INVENTION 

La presente invention est relative a de nouvelles souches de levures de 
panification, performantes sur pates fortement sucrees, et eventuellement en presence 
d'inhibiteurs de moisissures ; elle vise egalement, en tant que produits industriels 
nouveaux, les levures de panification fraiches ou seches obtenues a partir de ces 
souches. 

DESCRIPTION DE L'ETAT DE LA TECHNIQUE 

Actuellement, le marche des produits de panification plus ou moins fortement 
sucres et/ou contenant des inhibiteurs de moisissures represente un pourcentage 
important du marche mondial. 

II existe des souches de levure de panification dites « rapides », adaptees aux 
pates sans sucre ou peu sucrees, c'est-a-dire ne contenant pas plus de 7% en masse 
de sucre par rapport a la farine. Les performances fermentaires de ces levures 
diminuent fortement lorsque la teneur en sucre de la pate atteint ou depasse 15% en 
masse par rapport a la farine. 

Les produits cuits de panification, en particulier quand ils sont vendus sous 
forme de tranches, sont sujets au developpement de moisissures au bout de quelques 
jours de stockage. En consequence, il est souvent essentiel d'ajouter a la composition 
des pains destines a etre tranches au cours de leur fabrication, des agents anti- 
moisissures ou anti-fongiques appartenant a la famille des acides organiques faibles 
(ayant un pKa de 3 a 6) et de leurs sels, comme l'acide acetique, l'acide propionique, 
l'acide sorbique ou leurs sels, ou d'autres conservateurs utilises de facon classique 
dans le domaine de la panification. 



Ces acides ont un effet inhibiteur plus ou moins important sur les levures de 
panification. Dans la pratique, c'est le propionate de calcium qui est le plus utilise 
comme inhibiteur de moisissures dans la panification. 

DEFINITION DE I /INVENTION 

La presente invention permet de remedier au moins partiellement aux effets 
inhibiteurs d'une teneur elevee en sucres dans la pate, eventuellement en presence 
d'un inhibiteur de moisissures tel que decrit ci-dessus. La presente invention est 
relative a de nouvelles souches de levure de panification, et de maniere plus generate 
a une nouvelle famille de souches de levure de panification, correspondant a des 
levures performantes sur pates sucrees, additionnees ou non d'inhibiteurs de 
moisissures comme les acides organiques faibles et/ou leurs sels. Grace aux 
differentes souches de levure appartenant a cette famille, le « proof time », mesurd 
dans differentes recettes panaires, se trouve diminue par l'emploi d'une de ces 
nouvelles souches. Le proof-time est defini comme le temps necessaire pour que la 
pate boulangere atteigne une certaine hauteur dans le moule et puisse etre cuite 

Une des nouvelles souches de Saccharomyces cerevisiae ainsi obtenue a ete 
deposee le 12 fevrier 2003 aupres de la CNCM (Collection Nationale de Cultures de 
Micro-organismes, Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, F-75724 Paris Cedex 
15, France) sous le numero 1-2971. 

Deux autres nouvelles souches de Saccharomyces cerevisiae ainsi obtenue ont 
6te deposees le 25 novembre 2003 aupres de la CNCM, sous les numeros 1-3142 et I- 
3143. 

La presente invention concerne les trois souches decrites ci-dessus et 
Pensemble des souches appartenant a la meme famille, c'est-a-dire toutes les souches 
qui partagent les memes propria que les trois souches decrites ci-dessus, ainsi que 
toutes les souches qui peuvent etre derivees de cette famille de souches, et en 
particulier des trois souches deposees, par toute technique de transformation quelle 
qu'elle soit, comme par exemple la mutagenese et la transformation genetique. 
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DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION 

Un objectif de la presente invention est de fournir des souches, dormant apres 
culture industrielle une levure de panification possedant une tres grande tolerance 
5 aux sucres, ou encore une tres grande tolerance a une pression osmotique elevee, en 
presence ou non d'au moins un inhibiteur de moisissures, c'est-a-dire des souches de 
levure adaptees a des concentrations elevees en saccharose, en glucose, en fructose, 
ou encore en un melange de ces sucres et eventuellement d'autres sucres 
fermentescibles, en presence ou non par exemple de propionate de calcium. 

10 Les levures, objet de Pinvention, ont ete obtenues par croisements 

systematiques entre elles des souches utilisees pour produire des levures de 
panification du commerce (souches du commerce) ou des centres de collections 
publics connues comme etant tres osmotolerantes et des souches du commerce ou 
des centres de collections publiques connues comme etant plutot osmotolerantes et 

15 peu sensibles a la presence des acides organiques faibles ou de leurs sels, utilises 
comme inhibiteurs de moisissures. Le programme de sporulation et de croisement a 
ete realise selon les techniques classiques comme celles enseignees dans le chapitre 7 
« Sporulation and Hydridization of Yeast » par R.R. Fowell, de l'ouvrage « The 
Yeasts », Volume 1, edite par A.H. Rose et J. S. Harrison, 1969- Academic Press. 

20 Les souches obtenues par ce programme d'hybridation ont ete multipliees en 

laboratoire par des methodes conventionnelles, avec adaptation a la presence 
d'acide(s) organique(s) faible(s) comme enseigne dans le brevet US n° 4 318 991, 
incorporS par reference. 

Les levures ainsi obtenues a partir des souches issues du programme de 

25 croisement ci-dessus defini ont ete selectionnees par des mini-tests de panification en 
schema NO-TIME DOUGH, c'est-a-dire en schema direct ou il n'y a pratiquement 
pas de premiere fermentation entre un petrissage intensif et la division de la pate, les 
patons obtenus etant fermentes en moule entre 35°C et 40°C, puis cuits. Cette 
dernidre fermentation, qui est la fermentation essentielle dans un tel schema, est 

30 appelee « proof » en anglais, «appret» en fran9ais. Le « proof-time » ou temps 
d'appret est defini comme le temps necessaire pour que la pate atteigne une hauteur 



donnee dans le moule, correspondant au developpement de la pate souhaitee pour 
qu'elle soit mise au four. 

Les variables dans ces mini-tests de panification ont ete : 

• le pourcentage en masse de sucre par rapport a la farine (tous les 
pourcentages etant exprimes en pourcentage dit du boulanger, le pourcentage dit du 
boulanger Etant une methode de calcul appliquee aux rapports des ingredients dans 
laquelle la masse totale de la farine represente toujours 100% et la masse des autres 
ingredients est calculee par rapport a cette base de farine) ; 

• le pourcentage en masse de propionate de calcium par rapport a la farine. 
Le temoin est une pate obtenue dans les memes conditions et avec une meme 

composition de pate , si ce n'est qu'elle est ensemencee avec une levure fabriquee 
dans les memes conditions que les souches testees, avec adaptation a la presence 
d'acide(s) organique(s) faible(s), mais cette fois-ci obtenue avec la souche de levure 
de boulangerie NCYC 996, deposee a la NCYC (National Collection of Yeast 
Cultures, Institute of Food Research, Norwich Research Park, Colney, Norwich, NR4 
7UA, United Kingdom), et decrite notamment dans le brevet US n° 4 396 632. Cette 
souche est, depuis une vingtaine d'annees, la souche de reference pour obtenir des 
levures de boulangerie commerciales performantes sur pates sucrEes contenant ou 
non des inhibiteurs de moisissures. 

Les criteres de selection utilises dans une premiere selection ont ete au moins 
deux des trois criteres suivants, et de preference les trois criteres suivants pris en 
combinaison : 

1. sur pate contenant 15% de sucre (pourcentage du boulanger) avec ou sans 
presence de 0,4% de propionate de calcium (pourcentage du boulanger), 
les souches selectionnEes correspondent aux levures de panification 
dormant un proof-time au moins Equivalent, c'est-a-dire inferieur ou egal 
au proof-time obtenu avec le temoin ; 

2. sur pate contenant 25% de sucre (pourcentage du boulanger) et 0,4% de 
propionate de calcium (pourcentage du boulanger), les souches 
s^lectionnees correspondent aux levures de panification dormant un 
proof-time inferieur d'au moins 5% et de preference d'au moins 10% au 
proof-time du temoin ; 



3. sur pate a 40% de sucre (pourcentage du boulanger), les souches 
selectionnees correspondent aux levures de panification donnant un 
proof-time inferieur d'au moins 20%, de preference d'au moins 30% et 
de preference encore d'au moins 35% au proof-time du temoin. 
Les deux criteres de selection suivants ont ete utilises dans une deuxieme 
selection en combinaison de maniere complementaire a la premiere selection ci- 
dessus decrite, la souche selectionnee devant en plus satisfaire un de ces deux 
critdres complementaires : 

1) Les levures de panification obtenues avec une souche issue de la 
premiere selection doivent etre resistantes au sechage, en d'autres termes 
dans les conditions de sechage d^crites dans le brevet EP 0511108 ou le 
brevet US 5 741 695, incorpores par reference, elles ne doivent pas 
perdre plus de 30% de leur activite fermentative, a matieres seches 
constantes, mesuree avec le fermentometre de Burrows et Harrison dans 
les tests A 5 , A' 5 , A 6 , A' 6 decrits dans les documents ci-dessus 
mentionnees EP 051 1 108 et US 5 741 695. 

2) Les levures de panification obtenues avec une souche issue de la 
premiere selection, dans un schema SPONGE and DOUGH, tel que 
defini dans le livre de reference « Bakers Handbook » de R J. Pyler, 
publie par Sosland Publishing Co., caracterise par une etape DOUGH ou 
il est ajoute 25% de saccharose en masse par rapport a la farine totale 
mise en ceuvre dans le SPONGE and DOUGH, donnent par rapport a un 
DOUGH obtenu dans les memes conditions et ensemence avec une 
levure de panification obtenue dans les memes conditions avec la souche 
NCYC 996 une duree de proof-time inferieure d'au moins 20%, de 
preference d'au moins 30% et encore de preference d'au moins 40%. 

Selon la definition ci-dessus, un « SPONGE and DOUGH » process est un 
procede de panification largement pratique avec deux etapes de fermentation : 

une premiere etape ou SPONGE qui correspond a la fermentation d'une 
pate comprenant 50 a 70% de la farine totale mise en oeuvre, une partie 
de Teau et la totalite de la levure pendant plusieurs heures, en general 
environ quatre heures, 



une seconde etape ou DOUGH dans laquelle le SPONGE apres la 
fermentation decrite ci-dessus est combine avec le reste de la farine, le 
reste de l'eau et les autres ingredients de la pate (dont la totalite du 
saccharose), le melange ainsi constitue est petri, divise, mis en moule et 
fermente, cette seconde fermentation en moule correspond au proof, sa 
duree etant le proof-time, puis cuit. 
Une variante de 1'invention consiste a utiliser les cinq tests de selection 

directement en combinaison et a selectionner les souches repondant a au moins trois 

de ces criteres, et de preference a quatre de ces criteres de selection. 

Les procedes de croisement et de selection ci-dessus decrits ont permis de 

selectionner les trois souches deposees au CNCM sous les numeros : 1-2971, 1-3142 

et 1-3143. 

Ces trois souches selectionnees, et les autres souches susceptibles d'etre 
selectionnees par lesdits procedes de croisement et de selection permettent d'obtenir 
au stade industriel des nouvelles levures de panification ayant les proprietes definies 
par les criteres de selection par rapport aux levures de panification obtenues avec la 
souche de reference NCYC 996. 

De manidre generate, les dites nouvelles levures de panification combinant au 
moins trois proprietes correspondant aux criteres de selection, et de preference quatre 
proprietes definies par les criteres de selection, sont obtenues de la maniere suivante 
avec les nouvelles souches de levure selon Pinvention. 

Lesdites souches de levure et la souche de reference NCYC 996 sont utilisees 
pour la fabrication de levures de panification comme decrit dans le manuel « Yeast 
Technology », 2 dme edition, 1991, G. Reed et T.W. Nagodawithana, publie par Van 
Nostrand Reinhold, ISBN 0-442-31892-8, incorpore par reference. 

La fabrication de levure de boulangerie comprend au moins les deux premieres 
Stapes de r ensemble d'etapes suivantes : 

multiplication d'une souche pure de levure de boulangerie en plusieurs 
stades, d'abord en semi-anaerobiose, puis en aerobie, 
separation par centrifugation de la levure de boulangerie ainsi produite de 
son milieu de culture, avec l'obtention d'une « creme de levure » liquide 
contenant environ entre 14 et 25% de matieres seches, voire des matieres 



seches plus elev^es si la creme de levure est melangee avec des produits 
osmotiques, 

filtration de la creme de levure liquide ainsi obtenue, en general sur un 
filtre rotatif sous vide et obtention d'une levure fraiche deshydratee 
contenant environ 26 a 35% de matieres seches, 

malaxage de ladite levure fraiche deshydratee en vue de P obtention 
d'une masse bien homogene, 

extrusion de la levure ainsi obtenue, soit sous forme de pains de levure 
fraiche, soit sous forme de levure fraiche emiettee commercialises a 
environ 30% de matieres seches, soit sous forme de particules, en general 
de granules, si la levure est destinee a etre sechee. 

s^chage de maniere menagee, dans un courant d'air chaud, par exemple 
par fluidisation, des particules de levures obtenues par extrusion, 
emballage. 

De preference, les nouvelles levures selon Finvention sont adaptees, lors de 
leur dernier stade de multiplication au stress du aux acides organiques faibles, par 
des procedes connus comme les precedes decrits dans les brevets US n° 4 318 991 et 
n° 4 346 115, incorpores par reference, ou la combinaison de ces procedes. 

De maniere recapitulative, les objets de lapresente invention sont : 

• chacune des trois nouvelles souches deposees a la CNCM sous les 
numeros 1-2971, 1-3142, 1-3143. 

• les souches appartenant a la meme famille de souches que ces trois 
souches, c'est-a-dire : 

- les souches susceptibles d'etre obtenues par le meme procede de 
croisement et le meme procede de selection que ces trois souches, 

- les souches partageant les memes proprietes que ces trois souches ; 

• les souches issues de Tune des souches ci-dessus definies ; 

• les nouvelles levures de panification obtenues avec les souches ci-dessus 
definies ; 

• les nouveaux produits de panification obtenus avec les souches ci-dessus 
definies. 
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L'exemple suivant sert a illustrer la presente invention et ses avantages, sans 
pour autant la limiter. 

EXEMPLE 

Les trois souches, NCYC 996 (souche de reference pour V application visee) et 
les deux nouvelles souches 1-2971 et 1-3143, ont ete produites sous forme de levure 
fraiche de panification par un precede classique de fabrication comme decrit ci- 
dessus, comprenant lors de la derniere etape de culture une adaptation au stress du a 
la presence d'acides organiques faibles selon les enseignements combines des 
brevets US n° 4 318 991 et n° 4 346 115. 

Les levures fraiphes de panification a 32% de matieres seches ainsi obtenues 
ont ete utilisees dans un meme precede de panification de type No Time Dough. 

Deux recettes differentes ont 6t6 testees : la recette 1 contenant 25% en masse 
(pourcentage du boulanger) de saccharose et 0,4% en masse (pourcentage du 
boulanger) de propionate de calcium et la recette 2 contenant 40% en masse 
(pourcentage du boulanger) de saccharose. 

Les recettes exprimees en pourcentage du boulanger sont donnees dans le 
tableau 1. 



Ingredient 


Recette 1 


Recette 2 


Farine 


100 


100 


Eau 


50 


44 


Levure 


6 


9 


Matieres grasses 


7,5 


7,5 


Ameliorant 


1 


1,5 


Saccharose 


25 


40 


Sel 


1,7 


1,7 


Propionate de 


OA 




calcium 







Tableau 1 



L'ameliorant apporte le melange d'oxydants et de reducteurs, les enzymes ainsi que 
les emulsifiants classiques permettant une optimisation du processus de fabrication 
de ce schema de panification en No Time Dough, une bonne qualite et une bonne 
conservation des pains obtenus. 

Le protocole d'essai applique aux deux recettes ci-dessus est le suivant : 

1 . Peser les 6 ou 7 ingredients solides. 

2. Mesurer la temperature ambiante et la temperature de la farine. 

3. Regler la temperature de Teau de maniere a obtenir une temperature de 
pate de 27°C +/- 0,5°C. 

4. Placer les ingredients dans une cuve Mac Duffy® d'un petrin 
HobartA200®. 

5. Melanger lentement en l are vitesse pendant 1 min. 

6. Demarrer le petrissage selon le programme suivant : 

* en l dre vitesse pendant 5 min 

* laisser reposer pendant 5 min 

* en 2 6me vitesse pendant 5 min. 

7. Obtention d'une pate ayant une temperature de 27°C +/- 0,5°C. 

8. Pointage de la masse a 23 °C pendant 10 min. 

9. Division en patons de 320 g. 

1 0. Bouler peu serre et couvrir. 

1 1 . Laisser reposer pendant 1 0 min 

12. Mise en moules des patons de 320 g 

13. Determination du temps d'appret ou du proof time dans un incubateur 
Stericult® a 40°C et 90% d'humidite relative. 

14. Cuisson dans un four a balancelle REED® a 190 °C pendant 22 min. 

15. Mesure du volume des pains apres un refroidissement d'au moins une 
heure et appreciation de la note des pains obtenus. 

Les ecarts de proof time entre le temoin et la levure fraiche obtenue a partir de 
la souche CNCM 1-2971 selon Tinvention et la levure fraiche obtenue a partir de la 
souche CNCM 1-3143 selon P invention sont donnes dans le tableau 2 ci-dessous. 
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Recette 1 


Recette 2 


Levure frafche temoin 
Souche NCYC 996 


T 


T 


Levure fraiche 
Souche CNCM 1-2971 


-11% 


-25% 


Levure fraiche 
Souche CNCM 1-3143 


-5% 


-35% 



Tableau 2 



11 

T? F.VRNDTC ATIONS 



1. Souche de Saccharomyces cerevisiae deposee le 12 fevrier 2003 aupres de la 
CNCM sous le numero 1-2971 . 
5 2. Souche de Saccharomyces cerevisiae deposee le 25 novembre 2003 aupres de 
la CNCM sous le numero 1-3142. 

3. Souche de Saccharomyces cerevisiae deposee le 25 novembre 2003 aupres de 
la CNCM sous le numero 1-3143. 

4. Souche de Saccharomyces cerevisiae issue de la meme famille que les souches 
10 decrites selon les revendications precedentes. 

5. Levure de boulangerie obtenue par culture d'une souche selon l'une 
quelconque des revendications precedentes. 

6. Pate boulangere contenant une levure de boulangerie selon la revendication 5 . 

7. Pate boulangere selon la revendication 6 caracterisee par le fait qu'elle 
15 appartient a la famille des pates dans lesquelles la fermentation se fait en 

presence d'une pression osmotique comme celle regnant dans les pates 
contenant au moins 15% de sucre par rapport a la farine, de preference au 
moins 25% de sucre par rapport a la farine et encore de preference environ 
40% de sucre par rapport a la farine. 

20 8. Pate boulangere selon la revendication 7 caracterisee par le fait qu'elle contient 
des inhibiteurs de moisissures, de preference sous forme d'acides organiques 
faibles ou leurs sels, et encore de preference sous forme de propionate. 
9. Precede de preparation d'un produit cuit de panification utilisant la pate 
boulangere selon l'une des revendications 6 a 8. 

25 10. Produit de panification susceptible d'etre obtenu par le precede selon la 
revendication 9. 
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Souches de levures de panification, performantes sur pates fortement sucrees, 
eventuellement en presence d'inhibiteurs de moisissures ; et levures de panification 
fraiches ou seches obtenues a partir de ces souches. 



